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普通 烟草 (Nicotiana tabacum LL,) 原 生 质 体 培养 成 植 襟 的 研究 国内 外 已 有 不 少 报 
道 C! 一 7]。 我 们 研究 了 红 花 大 金 元 品种 的 烟草 叶肉 原生 质 体 培养 成 植株 的 条 件 ， 并 考虑 
到 由 根瘤 土壤 杆菌 〈4gropacterium tumefaciens) 诱导 的 烟草 冠 瘦 及 其 畸 胎 瘤 与 正常 
细胞 有 显著 差别 ， 它 们 在 不 加 任何 激素 的 培养 基 上 细胞 能 继续 分 裂 ， 增 殖 58 一 10。 如 果 
冠 瘦 及 畸 胎 瘤 组 织 与 原生 质 体 再 生 的 傅 伤 组 织 在 分 化 芽 和 根 方面 也 有 差别 ， 那 末 ， 利 用 
它 与 正常 细胞 融合 后 ， 有 可 能 提供 更 多 的 筛选 杂种 的 条 件 ， 我 们 对 这 两 种 细胞 在 同样 条 
件 下 分 化 芽 和 根 的 情况 作 了 比较 研究 。 


材 料 和 方 法 


原生 质 体 的 分 离 和 培养 原生 质 体 的 分 离 和 纯化 按 以 前 报道 的 方法 GD 进行 ， 但 从 
酶 液 中 漂浮 原生 质 的 蔗糖 液 浓度 改 为 30% (重量 /体积 ) ， 漂洗 时 蔗糖 液 浓 度 改 为 25%。 

原生 质 体 培 养 是 用 修改 的 民 培 养 基 5123， 培养 方法 是 平板 培养 、 浅 层 液体 培养 及 微 
室 巧 滴 培 养 同 时 进行 cl2，13]。 在 25" + 1eG 光 强 约 为 1000 勤 克 司 的 日 光 灯 连续 光照 下 培 
养 。 

冠 冶 组 织 的 诱导 培养 ” 冠 瘦 是 用 根瘤 土壤 杆菌 (Agrobacterium tumefaciens)702 
菌株 诱发 烟草 红 花 大 金 元 的 茎 髓 组 织 产 生 的 00。 它 被 培养 在 不 加 激素 的 MSCI 和 7) 及 G 512) 

本 文 于 1981 年 13 月 28 日 收 到 。 

# 原委 的 冠 说 组 织 系 本 所 下 的 问 志 提供 ， 特 此致 赂 。 
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培养 基 上 ， 每 月 切 成 边 长 约 5 mm 小 块 转 接 一 次 作 继 代 培养 ， 在 25"C 下 黑暗 (图 1- 
A) 和 约 1000 勤 克 司 连续 光照 (图 1-B) 条 件 下 培养 。 本 实验 所 用 的 是 培养 10 代 以 后 
都 不 分 化 畸 胎 瘤 的 稳定 冠 瘦 系 702 (图 1-A，B) 。 培 养 中 有 的 冠 瘦 组 织 在 连续 光照 下 
自发 地 长 出 了 畸形 的 叶 和 芽 状 的 组 织 ， 呈 从 生 状 。 把 它 从 原 冠 瘦 组 织 上 分 离 下 来 后 ， 在 
同样 不 加 激素 的 培养 茜 上 培养 ， 仍 能 继续 照 原样 增殖 。 每 月 切 成 小 从 转 接 一 次 作 继 代 培 
养 形 成 畸 胎 瘤 系 702 个 〈 图 1-C) 。 畸 胎 瘤 系 702T 的 一 些 畸 形 芽 的 荃 节 伸 长 形成 外 形 
较 正常 的 芽 (图 2) 。 

分 化 比较 培养 ”分 化 培养 基 是 用 KQ2 及 NTc12 的 无 机 盐 类 及 维生素 类 再 加 入 20 
克 / 升 蔗糖 ， 8 克 | 升 琼脂 。 分 化 芽 时 加 入 1 ppm 6-BA 与 0.5ppm IAA 或 者 2.5ppm 6- 
BA 与 0.2ppm NAA。 分 化 根 时 不 加 入 激素 或 加 入 0.2ppm NAA。 由 原生 质 体 再 生 的 
愈 伤 组 织 长 到 1 mm 时 转移 到 分 化 芽 的 培养 基 上 。 同 时 把 切 成 边 长 约 5mm 的 冠 瘦 组 织 
接种 在 同样 培养 基 上 ， 培 养 在 同样 条 件 下 比较 芽 的 分 化 。 由 原生 质 体 再 生 的 芽 的 叶片 长 
到 约 2 cm 时 ， 切 下 芽 转 移 到 分 化 根 的 培养 基 上 作 分 化 根 的 对 比试 验 。 





结 果 及 讨论 


原生 质 体 的 培养 ”原生 质 体 经 培养 一 个 月 以 后 ， 在 液体 和 平板 培养 中 〈 玫 培养 基 ) 
都 可 以 长 成 直径 约 1 mm 的 愈 伤 组 织 。 这 时 可 以 将 愈 伤 组 织 转移 到 分 化 芽 的 培养 基 上 培 
养 ， 在 两 种 激素 组 合 的 分 化 芽 的 培养 基 上 愈 伤 组 织 都 可 以 分 化 出 芽 〈 图 3-B) 。 培养 
基 的 基本 成 分 及 激素 组 合 对 芽 的 分 化 都 有 一 定 的 影响 〈 表 1 ) 。 在 含有 1 Ppm 6-BA 与 
0.5 ppm IAA 的 NT 培养 基 上 芭 分 化 较 快 ，20 多 天 即 可 看 长 出 的 芽 ， 芽 长 得 较 健壮 ， 但 
每 块 愈 伤 组 织 上 长 出 的 芽 数 目 较 少 。 而 在 同样 激素 组 合 的 KK 培养 基 上 要 30 多 天 才能 分 化 


























表 1 售 伤 组 织 与 冠 瘦 分 化 芽 的 比较 
培养 基 玫 培养 基 NT 
实验 材料 ， 情 况 
1*6-BA 0.5 IAA 2.56-BA 0.2 NAA 1 6-BA 0.5 IAA 2.5 6-BA 0.2 NAA 
愈 伤 一 次 40 天 8/8** 绿 0/6 绿 8/8 绿 0/5 微 绿 
实验 70 天 8/8 深 绿 5/6 绿 8/8 绿 1/5 微 绿 
组 织 三 次 实验 统计 15/20 75% 8/20 40% 16/22 73% 13/20 65% 
一 次 G、 40 天 0/5 白 0/5 微 绿 0/5 白 0/5 微 绿 
和 冠 瘦 黑暗 70 天 0/5 白 褐 。 0/5 褐 0/5 深 袜 。 0/5 
MS、 40 天 0/7 褐 0/8 褐 0/8 褐 0/8 
组 织 实验 ”光照 70 天 0/7 黑 褐 0/8 黑 褐 0/8 黑 神 0/8 黑 褐 
三 次 实验 统计 1/20 0/21 0/21 0/21 


ee 


#*， 单 位 : ppm。 # 表示 : 分 化 的 愈 伤 组 织 数 /接种 的 愈 伤 组 数 。 
水 关头。 仅 具 长 出 一 个 3 x 3mm 的 时 状 物 。 
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表 2 原生 质 体 再 生 的 芽 与 畸 胎 冶 的 芽 分 化 根 的 比较 
a 培养 基 玫 培养 基 NT 
实验 烤 汰 es i i 一 二 
不 加 激素 0.2ppm NAA 不 加 激 求 0.2ppm NAA 
原生 质 体 下 年 的 车 9/12* 73% 5/6 83% 14/15 93% 8/10 80°%% 


了 蝴 胎 奖 的 苏 0/8 0/7 0/9 0/15 














: 示 ， 生 根 的 芽 数 / 转 接 的 芽 数 ， 转 接 20 天 以 后 ， 三 次 实验 统计 。 





出 全 夹 ， 但 分 化 芽 的 数目 较 多 ， 每 块 愈 伤 组织 可 长 出 数 十 个 苏 , 星 从 生 状 。 而 在 2.5PPm 
6 -RA 与 0.2 bpm NAA 激素 组 合 的 两 种 培养 基 上 ， 芽 的 分 化 都 较 晚 ， 要 40 多 天 以 后 才 
能 分 化 出 少数 薄 来 。 愈 伤 组 织 分 化 芽 的 频率 在 40 一 75%。 当 芽 的 叶片 长 到 2 cm 时 ， 切 
下 芽 转 移 到 分 化 根 的 培养 基 上 使 其 生根 。 在 这 些 培养 基 上 ， 一 般 在 10 天 后 都 能 分 化 出 根 
(图 4-B) 。 表 2 列 出 了 各 种 培养 基 上 分 化 根 的 情况 ， 一般 分 化 根 的 频率 都 很 高 。 以 
不 加 激素 的 NT 培养 基 分 化 根 的 频率 最 高 ， 达 到 93%， 生 根 也 较 早 ， 在 转 接 后 第 六 、 七 
天 就 长 出 根来 。 其 他 品种 烟草 的 原生 质 体 都 在 NT 类 型 的 培养 基 上 被 培养 成 植株 ， 而 红 
花 大 金 元 品种 烟草 的 叶肉 原生 质 体 在 修改 的 开 培 养 基 上 能 顺利 的 再 生成 植株 。 

培养 条 件 对 冠 着 和 畸 胎 瘤 生 长 的 影响 “最初 移植 来 的 冠 瘦 组 织 是 未 长 畴 胎 狼 的 。 在 
不 加 激素 的 MS 及 G 培 养 基 上 在 连续 光照 下 培养 一 个 月 后 ， 在 MS 培养 基 上 的 冠 瘘 大 约 一 
六 自发 地 长 出 畸形 的 叶 和 芽 状 物 ， 被 称 之 为 畸 胎 瘤 和 3，3, 10， 在 G 培 养 基 上 长 出 的 天 胎 
瘤 很 少 。 把 不 分 化 的 冠 瘦 和 呈 胎 瘤 分 别 培养 ， 畸 胎 瘤 继 续 生 长 出 同样 的 畸形 时 和 薄 ， 形 
成 畸 胎 瘤 系 702 个 。 其 中 有 些 叶 状 物 长 到 1 一 2cm 后 ， 由 于 细胞 增殖 加 快 变 得 肥厚 ， 变 成 
了 团 块 状 而 又 重新 长 出 畸形 的 芽 ， 也 有 的 畸形 芽 从 叶 状 物 的 中 脉 或 边 绿 直 接 长 出 来 ， 这 
此 都 再 形成 畴 胎 瘤 。 另 外 有 少数 畸形 芽 在 MS 培 养 基 上 鞋 节 伸 长 , 叶 也 变 得 像 正常 的 叶 ， 
长 成 了 外 形 较 正 常 的 荐 (图 2 )， 取 这 种 芽 在 分 化 根 的 培养 基 上 作 根 分 化 的 对 比试 验 。 

不 生成 畸 胎 瘤 的 冠 瘤 系 702 分 别 在 光照 和 黑暗 条 件 下 继 代 培 养 。 光 照 下 培养 的 呈 淡 
绿色 (图 1-B) ， 培 养 在 MS 培养 基 上 的 有 少数 冠 瘦 再 次 产生 畸 胎 瘤 ， 产 生 的 畸 胎 瘤 再 
次 分 离 出 来 作 畸 胎 瘤 系 ， 在 G 培养 基 上 的 不 易 产 生 蝴 胎 瘙 。 在 黑暗 下 培养 的 不 分 化 的 鞠 
疗 组 织 生长 较 均 匀 ， 自 色 (图 1-A) ， 不 易 产 生 畸 胎 瘤 ， 只 有 在 MS 培养 基 上 的 冠 瘦 
偶尔 产生 极 少数 的 畸 胎 瘤 。 无 论 是 在 光照 还 是 在 黑暗 条 件 下 培养 在 Ms 培养 基 上 的 冠 疤 
一 个 月 后 开始 变 为 黄 褐色 而 衰老 ， 二 个 月 后 大 部 分 冠 瘦 旺 黑 褐色 ， 转 接 后 不 再 生长 已 死 
六 。 而 培养 在 G 培 养 基 上 的 冠 瘦 二 个 月 后 仍然 新 鲜 呈 白色 ， 转 接 后 仍 能 很 好 生长 。 这 表 
明 ， 培 养 基 和 培养 条 件 对 冠 瘦 的 生长 及 畸 胎 瘤 的 产生 及 生长 都 有 很 大 的 影响 。 用 G 培养 
基 在 黑暗 条 件 下 培养 冠 瘦 系 702 可 保持 不 分 化 畸 胎 瘤 的 稳定 性 。 在 G 培 养 基 上 在 光照 条 
件 下 培养 畸 胎 瘤 系 702T， 可 以 保持 其 稳定 性 ， 很 少 长 成 较 正常 的 薄 。 

原生 质 体 再 生 的 愈 伤 组 织 与 冠 瘦 组 织 分 化 的 比较 ”在 分 化 芽 的 培养 基 上 ， 由 原生 质 
体 再 生 的 愈 伤 组 织 能 很 好 分 化 出 节 来 ， 而 不 分 化 的 冠 瘦 组 织 ， 无 论 是 在 光照 或 黑暗 条 件 
下 培养 的 ， 无 论 是 在 MS 或 G 培 养 基 上 培养 的 ， 都 未 发 现 菠 的 分 化 〈 表 1 ) 。 即 使 培养 
时 间 长 达 70 天 之 久 , 大 部 分 冠 瘦 组 织 已 变 成 黑 褐 色 死亡 , 也 未 看 到 芽 的 分 化 。 在 转 接 的 80 
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多 块 冠 瘦 组 织 中 ， 仅 有 一 块 在 34 天 后 长 出 一 个 约 3 x 3 ma 的 叶 状 物 ， 培 养 70 天 也 未 发 


育成 芽 。 由 此 可 见 本 实验 采用 的 这 个 冠 瘦 系 702 细 胞 在 这 些 分 化 培养 基 上 是 不 易 分 化 菠 
的 。 








图 1 和 冠 妆 组 织 : A。 黑 暗 下 培养 ; B。 光 照 下 培养 ，C 。 瑚 胎 瘤 。 图 2。 了 畸 胎 瘤 的 外 形 正 常 的 
芽 。 图 3。 芽 分 化 的 比较 : A。 未 分 化 芽 的 冠 瘦 ; ”了 B 。 原 生 质 体 再 生 的 愈 伤 组 织 分 化 的 
芽 。 图 4。 根 分 化 的 比较 : A。 崎 胎 瘤 的 芽 未 分 化 根 i B 。 原生质 体 再 生 的 芽 分 化 了 根 。 


不 分 化 的 冠 瘦 、 畏 胎 瘤 及 其 外 形 较 正常 的 芽 在 不 加 激素 的 MS 和 G 培养 基 上 培养 都 
是 不 长 根 的 。 把 外 形 较 正常 的 芽 切 下 转移 到 分 化 根 的 KK 和 NT 培养 基 上 与 原生 质 体 愈 伤 
组 织 再 生 的 葵 作 分 化 根 的 对 比试 验 ( 表 2 ) 。 从 表 2 可 以 看 出 ， 在 这 些 培养 基 上 ， 从 原 
生 质 体 来 的 芽 ， 其 分 化 根 的 频率 为 75 一 93%。 而 从 暗 胎 瘤 来 的 芽 都 不 生长 根 。 

经 过 继 代 培养 选 出 来 的 冠 疗 系 702 及 畸 胎 瘤 系 702 下 ， 在 不 加 激素 的 培养 基 上 仍 具 有 
生长 增殖 的 特性 。 加 之 ， 冠 瘦 系 702 细胞 在 正常 细胞 能 分 化 芽 的 培养 基 上 ， 它 不 分 化 芽 
的 特点 畸 胎 瘤 系 702T 产生 的 攻 在 正常 的 华能 分 化 根 的 培养 基 上 它 不 分 化 根 的 特点 。 
这 两 类 细胞 系 用 来 作 细胞 融合 ， 可 以 考虑 利用 它们 的 这 些 特性 ， 在 培养 初期 或 可 能 在 分 
化 芽 或 根 的 阶段 第 选 出 杂种 细胞 和 杂种 植株 。 在 不 同 种 的 正常 细胞 与 冠 瘦 细 胞 融合 后 是 
否 也 会 发 生 象 同 种 的 这 两 类 细胞 融合 后 不 易 分 化 根 的 情况 4 中 还 有 待 实验 研究 。 
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